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摘 要 
双组份系统是许多微生物体内非常重要的信号转导系统。该系统一般包含两
个组份: 组氨酸激酶和应答调节蛋白。组氨酸激酶可以感应周围环境中的刺激，
将自身一个进化保守的组氨酸残基磷酸化，然后将产生的高能磷酸基团转移到与
自身配对的应答调节蛋白。应答调节蛋白的磷酸化位点是进化上保守的天冬氨酸
残基。应答调节蛋白磷酸化后，效应结构域的构象发生改变而处于活化状态，这
样可以使调节结构域发挥功能，对环境中的刺激做出反应。微生物可以依靠这些
简单的信号转导系统感应周围复杂多变的环境，通过调节自身的代谢对外界的环
境变化做出适当的反应。 
本文研究了变异链球菌中组氨酸激酶 VicK 的生物学功能。VicK 是一个组氨
酸激酶，VicR 是一个应答调节蛋白。根据对 VicK 蛋白一级序列保守性分析，克
隆了三个突变体蛋白 D441A、W443A 和 Δ439 的基因。在体外实验中，这三个
突变体对 VicK 蛋白的激酶活性没有影响；突变体 D441A 具有与野生型 VicK 31-
450 基本相同的磷酸转移酶活性，突变体 W443A 和 Δ439 的磷酸转移酶活性受
到很大的影响，分别只有野生型的 40%和 15%；突变体 D441A 和 W443A 具有
同野生型 VicK 31-450 相似的磷酸酶活性，然而突变体 Δ439 的磷酸酶活性只有
野生型的 30%左右。体内实验研究发现 Δ439 突变株会造成 gtfD 基因转录水平
的上调和 GtfD 蛋白表达量的上升，在同一菌株中发现其他与多糖代谢相关的基
因 gtfB、gtfC 和 gbpC 转录水平的下调和相应蛋白表达量的下降。在含有葡萄糖
的培养基中对野生型和突变型的菌株进行培养，UA159 和 D441A 可以形成光滑、
较厚、富含胞外多糖的生物被膜 ，然而 W443A 和 Δ439 则形成粗糙、较薄、胞
外多糖含量较低的生物被膜。总而言之，VicK 在变异链球菌生物被膜的形成过
程中起着至关重要的作用。 
 
关键字：双组份系统；VicK；变异链球菌；生物被膜 
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Abstract 
Microorganism use two-component systems as signal-transduction systems which 
involves two conserved components, a histidine kinase and a response regulator. The 
histidine kinase is activated by environmental stimuli, autophosphorylates at a 
conserved histidine residue. The phosphorylated histidine kinase will create a high-
energy phosphoryl group. This phosphoryl group is subsequently transferred to an 
aspartate residue in the conjugated response regulator. Phosphorylation induces a 
conformational change in the receiver domain. The conformational change will activate 
the effector domain which effects the response. These simple signal transduction 
systems could ensure microorganism to sense the complicated changes in the 
environment and take appropriate response. 
In this thesis, we studied two-component systems in Streptococcus mutans . VicK 
is a histidine kinase and VicR is conjugated response regulator. According to the 
sequence conservation of VicK, we generated three mutations D441A, W443A and 
Δ439 in VicK. We found these mutations had changed phosphothasnferase and 
phosphatase activity, but had not changed kinase activity. By homologous 
recombination, we generated three mutated strains and compared there ability to form 
biofilm. In Δ439, the transcription and expression level of GtfD was up-regulated while 
GtfB, GtfC and GbpC were down-regulated. Cultured these four strains in glucose-
containing media, UA159 and D441A could form a thick, smooth and EPS 
(extracellualr polysaccharide) riched biofilms whereas W443A and Δ439 could only 
form a thin, rough and breakable biofilms which contained a little EPS compared to 
UA159. In conclusion, VicK plays a major role in regulating EPS. 
 
Keywords: two-component system,VicK, Streptococcus mutans,biofilm 
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第一章  前 言 
1.1 双组份系统的基本概念 
生物的存活依赖于外界环境，同时外界环境的变化对生物的存活带来潜在威
胁。生命从最初的单细胞开始，就处于与外界环境的依存和斗争之中。在漫长的
生物进化过程中，逐渐进入生物链顶端的多细胞生物进化出了不同组织和系统来
应对外界环境的变化，从而更好的适应外界的环境。处于生物链最底端的单细胞
生物，不像高等生物一样具有复杂的系统来应对或者逃避环境中的各种刺激，所
以这些生物种类必须在非常复杂的外界刺激下做出适当的反应来适应或逃避外
界的刺激。在低等生物漫长的进化过程中，为了适应外界多样的环境变化，它们
建立了相对简单而又多样的机制来感应外界变化并对其作出反应。 
细菌主要通过双组份信号转导系统（two-component signal transduction system，
TCS）来感应不断迅速变化的环境刺激并对其作出适应性反应。这些环境刺激即
包括非生物因素，例如温度、光照、氧含量、pH 等；又包括生物因素，例如细
胞密度、代谢产物等[1]。双组份信号转导系统可以调控许多细菌生命活动，例如
毒力（virulence）、致病性（pathogenicity）、共生（symbiosis）、运动性（motility）、
营养摄取（nutrient uptake）、次级代谢产物（secondary metabolite production）、代
谢调控（metabolic regulation）、细胞分裂（cell division）等等。细菌通过调节这
些相关的生命活动或者细胞状态来达到适应外界不断变化的环境，并且双组份系
统本身也是抗生素新型药物设计的理想靶点。双组份系统在原核生物中广泛存在，
但是在真核生物中很少被发现，目前只有在模式生物拟南芥（Arabidopsis thaliana）
和酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）中有发现[2, 3]。几乎所有的细菌都含有可
以编码双组份系统的基因，截至 2014 年 P2CS 数据库的统计，2758 种原核生物
的基因组可以编码 164651 种双组份系统蛋白，平均每种细菌大概含有 60 个双组
份系统[4]，例如在大肠杆菌（Escherichia coli P12b）中含有 65 种 TCS 蛋白，变
异链球菌（Streptococcus mutans UA159）中含有 29 种 TCS 蛋白，枯草芽孢杆菌
（Bacillus subtilis XF-1）中含有 72 种 TCS 蛋白，金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus M1）中含有 32 种 TCS 蛋白，而橙色标桩菌（Stigmatella aurantiaca）中含
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有 336 种 TCS 蛋白。 
典型的双组份系统由锚定在细胞膜上的感受外界信号的激酶蛋白（sensor 
kinase, SK）和可自由移动的位于细胞质中的应答调节蛋白（response regulator, RR）
组成。SK 是感受外界刺激、调节信号转导的主要部件，RR 是信号应答的主要部
件，活性受到 SK 的调控。SK 蛋白接受外界刺激以后可以磷酸化自身保守的组
氨酸（His）残基，该位点的高能磷酸基团可以在 SK 的作用下转移到 RR 保守的
天冬氨酸（Asp）残基上，进一步诱导 RR 的构象发生改变，激活 RR 的调节活
性。RR 是一个 DNA 结合蛋白，当 RR 被磷酸化以后可以发生二聚化，增强 RR
与 DNA 的结合强度。二聚化的 RR 通过结合在不同的 DNA 位点来调控蛋白质
的转录，从而对外界刺激做出反应(图 1.1)[5]。一些辅助蛋白通过调节 SK 的活性
或者影响 RR 的稳定性来更精确地对外界刺激做出应答，所以部分双组份系统由
两个以上的蛋白组成。此外，经典的磷酸转移过程可被多个磷酸基团受体在组氨
酸残基和天冬氨酸残基之间传递，大量的蛋白参与到信号传递的过程中，对信号
传递的精确调控提供了可能[6]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1.1 双组份系统模式图 
Fig. 1.1 Schematic diagram of two-component system 
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1.2 双组份系统的组成特点 
变异性和适应性是生物体在多变的环境中得以生存和繁殖的重要特征。具有
很强适应性的细菌含有相对较大的基因组，可以编码多样的蛋白质对细胞外的环
境变化做出适当的反应。通过识别特异的环境变化并将这种变化转化成特殊的信
号在细菌细胞内部传递，进而调节转录，使细菌对外界刺激做出适当反应[7]。 
双组份信号转导系统是一类普遍存在于细菌体内的信号转导系统[8]。该信号
系统的原理是将感受到的信号变化转变成一个化学基团实体，也就是磷酸基团，
该磷酸基团可以修饰特异的蛋白质。该系统中可以感受信号刺激并进行信号转导
的蛋白质被称为组氨酸激酶，该蛋白与大多数进行信号转导的蛋白质类似，具有
分别独立的结构域进行信号的识别和传递。空间结构保守的结构域以不同的方式
排列，并进一步与相关的应答调节蛋白进行组合就可以组成非常多样的对不同信
号进行响应的信号转导系统[9]。典型的双组份信号转导系统是一类在组成上非常
简单(图 1.1)，也是至今为止被人们研究的比较清楚的一类系统。一些在组成上相
对复杂的双组份系统含有多个步骤的磷酸化[9]，并且含有两个以上的蛋白质参与
信号转导过程。这类双组份系统所含有的组氨酸激酶通常是一类具有保守组氨酸
残基和保守天冬氨酸残基的杂合型蛋白质。含有组氨酸的磷酸转移（His-
containing phosphotransfer）蛋白可以接受来自杂合型组氨酸激酶的磷酸基团并将
该磷酸基团转移到位于细胞质中的应答调节蛋白上。这类复杂的磷酸转移系统自
身具有很大的可变性并且为信号转导的精确调控提供了可能，多见于真核细胞生
物中。 
双组份系统的调节机制是非常多样的。组氨酸激酶的激酶活性、磷酸转移酶
活性和磷酸酶活性都可以直接受到自身跨膜区域的调控。应答调节蛋白具有磷酸
酶活性，可以去除自身的磷酸基团，不同应答调节蛋白的磷酸化形式的半衰期从
几秒到几个小时不等。除了调控组氨酸激酶和应答调节蛋白自身以外，许多双组
份系统还有辅助调节蛋白。定位于细胞膜上或者存在于细胞质中的辅助蛋白通过
直接或间接的与组氨酸激酶相互作用来调控其活性[10]，另外一些辅助蛋白可以
增强应答调节蛋白的磷酸酶活性[11]。信号交联传递的存在使得该系统的调节更加
复杂[12]。这些调节过程最后都会调控应答调节蛋白的磷酸化水平并对外界刺激
做出反应。 
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组氨酸激酶（histidine kinase，HK）有两个保守的结构域，二聚化组氨酸磷
酸化结构域（dimerization and histidine phosphotransfer, DHp）和催化 ATP 结合结
构域（catalytic and ATP binding, CA）。HK 通常在 DHp 结构域的 N 端连有其他结
构域。很多 HK 含有一个或者多个跨膜螺旋，这些跨膜螺旋可以识别胞内或者胞
外的信号。作为信号识别的主要分子，HK 包含的行使信号识别功能的结构域是
非常多变的，大多数的 HK 蛋白在跨膜区和 DHp 结构域之间包含多个结构域，
例如 PAS（Per-Arnt-Sim）、HAMP（Histidine kinases, Adenylate cyclases, Methl 
accepting proteins and Phosphatases）、和 GAF（cGMP-specific phosphodiesterases, 
Adenlyl cyclases and FhlA）结构域[13]。这些结构域可以将跨膜区域接受到的外界
刺激信号传导至 DHp 和 CA 结构域；也可以直接感受细胞质中的刺激信号，同
时将刺激信号传导至 DHp 和 CA 结构域[14, 15]。DHp 结构域含有一个高度保守的
组氨酸残基，CA 结构域水解 ATP 后将高能磷酸基团转移到这个保守的组氨酸残
基[6]。组氨酸激酶催化底物后形成高能磷酰胺键（N-P），而其他丝氨酸/苏氨酸/
酪氨酸激酶催化底物后形成高能磷脂键（O-P）。极度不稳定的高能磷酰胺键使形
成的磷酸化组氨酸更容易成为磷酸基团转移的中间物，而不是像其他磷酸化的氨
基酸残基那样作为蛋白相互识别的位点。在哺乳动物体内有发现组氨酸激酶和具
有与组氨酸激酶相同结构单元的蛋白质[16]，而且现在已经可以在哺乳动物细胞
中分别鉴定组氨酸位点特异性的 N-1 和 N-3 位点的磷酸化[17]。大多数的组氨酸
激酶除了上述激酶活性以外，还可以对与其功能相关的应答调节蛋白行使磷酸酶
活性。这样的情况有一个例外，即趋化性的组氨酸激酶 CheA 只具有激酶活性，
不能去磷酸化与其相关的应答调节蛋白，需要 CheZ 蛋白行使磷酸酶活性[18]。组
氨酸激酶可以迅速的去磷酸化，从而降低应答调节蛋白的磷酸化水平，这样就抑
制了信号交联传递（cross-talk）的可能性[12]。位于 DHp 结构域和 CA 结构域的
活性氨基酸可以影响组氨酸激酶的磷酸酶活性，同样，两个结构域之间相互作用
的强弱也可以调节磷酸酶活性。目前对于组氨酸激酶如何行使磷酸酶活性的研究
还不清楚，有一部分实验结果支持 DHp 结构域保守的组氨酸基团可以接受应答
调节蛋白的磷酸基团，通过这样的机理完成磷酸酶活性[19, 20]。然而这样的实验结
果并不适用于所有的组氨酸激酶，在一部分组氨酸缺失的组氨酸激酶突变体实验
中，突变蛋白仍然具有磷酸酶活性[21]。由此可见，对于组氨酸激酶如何行使磷酸
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酶活性可能含有多种分子机制。由于应答蛋白的最终磷酸化水平决定了其作为转
录因子的活性，组氨酸激酶的激酶活性和磷酸酶活性的平衡会密切影响该双组份
系统对外界环境刺激的最终反应。 
1.2.1 组氨酸激酶 
1.2.1.1 感受信号结构域 
在双组份系统中，细菌生存环境的变化可以直接或者间接的被组氨酸激酶 N
端的感受信号刺激的结构域所识别。这些感受刺激的结构域一级结构和空间结构
都极不保守，正是这样的原因才得以保证信号感受区域可以对不同的配体或者刺
激信号做出反应。双组份系统中信号感受结构域的空间构象和空间位置非常多变，
可以存在于细胞外，也可以存在于细胞内，还可以定位于细胞膜上，并且感受信
号的结构域的调节机制非常多样[22, 23]。 
通过结构生物学的方法，人们可以很好的研究定位于细胞膜外、感受细胞外
部刺激的信号感受结构域如何识别胞外的信号。PhoQ 是定位于细胞膜上，对革
兰氏阴性菌的致病性有很大影响的一种组氨酸激酶。PhoQ 蛋白的信号感受结构
域具有 PAS 超家族的折叠构象，PAS 结构域是一类参与信号感应和传递的结构
域。PAS 结构域可以感应细胞代谢产物[24]、金属离子、氧气、氧化还原条件、光
[25]、柠檬酸[26]和延胡索酸[27]。存在于 PhoQ 蛋白 PAS 表面和磷脂分子表面相互
排斥的静电作用有可能是起始信号传递的最原始的因素[28]，PAS 结构域表面的
酸性氨基酸残基可以直接识别二价的金属离子和抗菌肽（图 1.2），PhoQ 的活性
可以直接受到金属离子和抗菌肽的调节。二价金属离子的存在缓解了相互排斥的
静电作用，对 PhoQ 的活性起到抑制的作用；细菌肽可以和细菌外膜表面带负电
的磷酸基团通过静电相互作用插入细胞膜中，可以竞争性结合 PhoQ 金属离子的
结合位点，从而导致金属离子从细胞膜表面和 PAS 结构域解离，进一步激活 PhoQ
蛋白[28]。WalK 蛋白也是定位于细胞膜上，对革兰氏阴性菌的细胞膜代谢具有非
常重要的作用。该蛋白也同样具有位于细胞膜外的感受信号变化的 PAS结构域，
对该结构域 D119 残基或 V149 残基的的单突变可以严重的影响 WalK 蛋白的功
能，从而导致细菌的转录发生变化、细菌的侵染力下降[29]。 
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